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RESUMO 
o presente trabalho trata da imobilização de enzimas em suportes sólido, 
como a crisotila e o polioxietileno (PE O) e suas aplicações sintéticas, sendo 
subdivido em duas partes. Primeiramente, realizou-se estudos de adsorção da 
papaína na crisotila, avaliando-se a concentração da enzima, a massa do suporte, a 
temperatura, pH e posteriormente, aplicou-se este sistema em reações de 
e terificação, em meio orgânico. Os resultados obtidos mostraram que as 
quantidades máximas de papaína adsorvida (89%) foram alcançadas utilizando-se 1 
g de crisotila e 0,50 mg/ mL de papaína, a 30°C. E m relação ao efeito do pH neste 
sistema, obteve-se uma percentagem de adsorção de 85% quando a crisotila foi 
tratada com solução aquosa de tampão acetato (PH 4,5). O s1stema 
papaína/ crisotila não mostrou ser eficiente como catalisador em reações de 
es terificação, pois houve formação de produto com baixo rendimento. A seguir, 
avaliou-se o comportamento seletivo da lipase pancreática do porco (PPL), da 
Palatase-M e da M-I0 (Amano) livres e/ou imobilizadas em PE O em reações de 
transesterificação de ésteres ativados ou não, com o 3-aminopropanol-l . s 
reações foram acompanhadas por cromatografia de camada delgada e os produtos 
foram caracterizados por técnicas de IV e RMN1H. Preparou-se o octanoato de 
2,2,2-tricloroetila quimicamente, por catálise ácida, obtendo-se com rendimento 
de 87,5% e verificou-se que este reage com álcool e amina via enzimática, 
formando éster e amida, respectivamente. O acetato de etila bem como o 
octanoato de 2,2,2-tricloroetila reagem com o 3aminopropanol-l , formando 
és teres e/ou amidas. Através dos resultados obtidos, conclui-se que lipases livres 
e/ ou imobilizadas podem ser utilizadas em reações de transesterificação em meio 
" . organtCo. 
1. INTRODUÇÃO 
1.1- Enzimas 
Enzimas são proteínas que atuam como catalisadores e controladores das 
velocidades de reações biológicas com grande eficiência.! Com exceção de um 
pequeno grupo de moléculas de RNA com propriedades c atalític as , todas as 
enzimas são proteínas com pesos moleculares variando entre 12000 até mais de 1 
milhão de Daltons, que são constituídas por uma série de compostos orgânicos 
simples, denominados a-aminoácidos que se unem por ligações peptídicas. z A 
estrutura de um a -aminoácido é mostrada abaixo: 
Onde R pode ser OH, NHz, SH, COOH, CONHz e grupos alquila. São 
todos estes grupos que diferenciam os aminoácidos entre si. z 
Por defmição, um catalisador é qualquer substância que altera a 
velocidade de uma reação química sem sofrer mudanças. Por exemplo, as 
enzimas permanecem na mesma forma (confonnação e integridade química) 
depois da reação c atalític a, requisito obrigatório para sua eficiência. Como 
catalisadores, as enzimas necessitam estar presente somente em pequenas 
quantidades no meio reacional, possuindo as seguintes características: 3 
2 
~ Aceleram a velocidade da reação, operando em condições suaves (atuam em 
faixa de pH de 5-8, tipicamente ao redor de 7, e em temperaturas na faixa de 
20-40 cC, preferencialmente próximo à 30 °C).4 
~ Podem ser altamente seletivas para substratos e estereosseletivas em relação 
ao que catalisam. 5 
~ A atividade catalítica pode ser fortemente influenciada pela concentração de 
substrato, produto ou outras espécies presentes no meio reacional. 5 
~ Catalisam as reações normalmente sobre as mesmas condições ou similares 
aos dos organismos vivos (vegetal ou animal). 5 
~ São geralmente instáveis (com relação aos catalisadores produzidos pelo 
homem), porque necessitam de controle de pH e temperatura, isto é, 
temperatura elevada e pH extremo leva a desativação da enzima. 5 
~ São quirais e podem apresentar alta enantioseletividade.5 
ntre todos os tipos de reaçoes catalisadas por enzunas, as 
transformações hidrolíticas, envolvendo a formação de ligações amídicas e éster 
podem ocorrer facilmente usando proteases, esterases ou lipases. Quando a 
enzuna está operando em um ambiente que tem baLxa concentração de água, 
qualquer outro nucleófuo pode competir com a água e formar o produto a partir 
de um intermediário acil-enzima, levando assim a várias transformações sintéticas 
úteis (Figura 1). 
Durante o curso destas reações, qualquer tipo de substrato é reconhecido 
pela enzima e isto causa uma preferência para duas direções possíveis com 
relação a estereoquímica da reação. O valor desta discriminação é decisivo, já que 
permite avaliar a seletividade da reação. 4 
T ransferéncia 
de grupo acila 
3 
Figura 1 - Algumas possibilidades de transformações orgânicas utilizando 
catálise enzimática, a partir de um intermediário acil-enzima. 
1.1.1- Catálise Enzimática 
As enzimas são reagentes que se combinam com o substrato formando 
um complexo enzima-substrato que posteriormente se separam dando origem ao 
produto e a enzima livre. (equação 1) 
Enzima + Substrato 
k} 
;;;;==~ .. Enzima/Substrato 
, k-l :;;;;,;::=~" Enzima + Produto ( eq .l ) 
Apenas uma região restrita da enzuna está envolvida no processo de 
catálise. A mesma é denominada sítio ativo. A Figura 2 mostra a estrutura 







Figura 2- E strutura tridimensional da a -quimiotripsina 
E mil Fischer propôs que a interação entre a enZ1ffia e o substrato é 
análoga a um conjunto de "chave-fechadura". Um modelo mais reftnado para 
explicar as propriedades das enzimas é o modelo do "encaixe induzido", 
proposto por Koshland. No modelo de Emil Fischer, presume-se que o centro 
ativo é pré-formado para encaixar o substrato. No modelo de encaixe induzido, o 
substrato induz a uma mudança conformacional na enzima, e isto poslciona os 
resíduos de aminoácidos para uma orientação espacial favorável, ocorrendo assim 
a formação do complexo enzima/substrato. A seqüência exata dos eventos de 
mudança da conformação induzida pelo substrato não foi totalmente estudada e 
existem varias possibilidades. 6 
5 
1.1.2- Classificação das Enzimas 
Existem catalogadas mais de 2000 enzimas, sendo que cada uma aceita 
um certo substrato e catalisa uma reação em particular. Elas podem ser 
classificadas de acordo com a União Internacional de Bioquímica (IUB) 2 em seis 
grupos, mostrados na Tabela 1: 








Tipo de Reação 
Catalisam reações de oxi-redução envolvendo 
oxigenação: 
CH~ C-OH 
Catalisam a transferência de grupos, tais como: acila, 
açúcares, fosforila e aldeído ou cetona de uma molécula 
para outra. 
Promovem a hidrólise de és teres , amidas, lactonas, 
peptídeos e outros contendo função C- , bem como a 
hidratação das ligações C=C, e epóxidos 
Catalisam adições, geralmente HX, a dupla ligação, tais 
como C=C, C=N E C=O e reações reversas. 
Catalisam a migração de duplas ligações ou funções 
oxigenadas, racemização e rearranjos 
Catalisam a formação de C-O, C-S, C-C e ligações de 
éster fosfatos . 
6 
1.1.3- Lipases 
As lipases são enZlmas que catalisam a hidrólise de triglicerídeos para 
formar di e mono-glicerídeos, glicerol e ácidos graxos. las têm sido isolada de 
uma ampla variedade de tecidos de animais e plantas, podendo ser também 
produzidas por processos de fermentação usando vanas 
microorganismos (fungos e bactérias). 7 
, . 
especles de 
As lipases representam menos de 5% de todas as enztmas usadas nas 
indústrias, mas tem um grande potencial para serem utilizadas em diversas 
aplicações, tais como:3 
~ hidrolisam o leite gorduroso para formar ácidos graxos. Usando diferentes 
lipases, obtém-se ácidos de diferentes comprimentos de cadeia, os quais 
formam produtos ftnais com um sabor característico. 
~ enzimas são bastante utilizadas em casa como produtos de limpeza. Um 
grande objetivo é o desenvolvimento de lipases que atuam em condições 
alcalinas, para remover manchas. 
~ Algumas gorduras são mais valiosas do que outras por causa de sua estrutura. 
Gorduras de menor valor comercial podem ser transformadas em compostos 
mais úteis usando métodos quimicos, mas estes tendem a formar produtos ao 
acaso. A transesteriftcação de óleos mais baratos, catalisadas por lipases pode 
ser usada, por exemplo, para produzir manteiga de cacau da fração palmítica. 
~ Como as outras enzimas, as lipases tem aplicações na produção de compostos 
quirais para a agroquimica e para a indústria farmacêutica, na produção de 
materiais opticamente puros e na resolução de racematos. 
As vantagens de se trabalhar com lipases se deve principalmente ao fato 
de que estas enzimas são relativamente de baixo custo , possuem uma 
7 
versatilidade catalítica, não requerem cofatores, catalisam reações específicas para 
posições 1, 3 de triglicerídeos, são estereosseletivas e atuam em faixa de pH 
bastante ampla. 7 E xemplos de lipases de origem animal e microbial que sao 
comumente usadas em sínteses orgânica são citadas a seguir. 
Lipase Pancreática do Porco- PPL: A PPL de origem comercial 
usada em síntese orgânica geralmente não é pura, podendo conter outras enzimas 
como a a -quimiotripsina e esterase comercial. A PPL pura foi usada em sínteses 
e mostrou ser seletiva para ésteres de álcoois primarios.8 Femández obteve bons 
resultados utilizando a PPL como catalisado r em reações de acilação de 
aminoálccois e verificou que a enantioespecificidade depende da estrutura do 
aminoálcool utilizado. 9 
Lipase Palatase M: A Palatase M é uma lipase fúngica, produzida 
mediante a fermentação de uma cepa selecionada do fungo Mucor miehei. Ela 
possui uma especificidade para as posições 1,3 de triglicerídeos e atividade frente 
a ésteres de ácidos graxos de cadeias curtas e longas. A preferência pelo 
glicerídeos de cadeia curta aumenta a medida que se diminui o pH.3 
Lipase M "Amano"lO: A lipase M "Amano"10 é uma enZ1ma 
lipolítica prepar-ada pela fermentação de uma cepa selecionada de fungo Mucor 
javanicus e possui uma boa especificidade. Possui uma coloração ligeiramente 
amarelada sendo solúvel em água e pouco solúvel em etanol. É estável numa 
escala de p que vai de 4 a 8, sendo que o pH ótimo é 7. Tem aplicação na 
indústrias farmacêuticas e de alimentação. 10 
8 
1.1.3.1- Lipases em Síntese Orgânica 
Em solvente orgânico, as lipases catalisam a transferência de grupos acila 
de compostos doadores para uma ampla faixa de compostos aceptores diferentes 
da água. Dependendo do tipo do doador acila e do aceptor, as reações catalisadas 
por lipases incluem esterificações, amidação, transesterificação, síntese de 
peptídeos, etc. Destas possibilidades, a síntese e/ ou transesterificação 
enatiosseletiva de ésteres são de interesse aos químicos orgânicos sintéticos 
porque oferecem um método fácil para a preparação de álcoois e ácidos 
opticamente ativos. 11 
1.1.4- Proteases 
As proteases sao uma classe de enzunas que catalisam a quebra de 
proteínas em frações peptídicas menores e em aminoácidos. Têm sido utilizadas 
em sínteses de peptídeos e ésteres em solventes orgânicos. Exemplos que podem 
ser citados são a ficina, a a-quimiotripsina, a papaina e a pepsina. 3 
Desta família, a papaína é uma das mais estudadas, sendo que sua 
estrutura terciária, especificidade e mecanismo de ação já são conhecidos. 
(Figura 3). uma enzima extraída do látex do mamão, composta por uma 
cadeia de 212 resíduos de aminoácidos, com peso molecular de 23406 Da. A 
molécula de papaína contem 7 resíduos de cisteína, 6 dos quais formam 3 
ligações de dissulfeto. 3 
9 
Figura 3- strutura terciária da papaina mostrando as posições dos átomos de 
carbono a de cada resíduo de aminoácido. 
1.1.5- Imobilização de Enzimas 
As enZ1ffias estão sujeitas a inativação por fatores químicos, fisicos ou 
biológicos, podendo estes ocorrer quando estocadas ou durante o uso. E xiste 
então, uma necessidade de estabilizar a enzima contra essa inativação para utilizá-
la em meio orgânico. Faz-se então necessário o emprego de um método p ara que 
a mesma não perca sua atividade catalítica e sua estereosseletividade. Frente a 
este problema, novas técnicas vem sendo desenvolvidas para fornecer a 
estabilidade para as enzimas e facilitar sua recuperação e utilização. 6 
A imobilização de enzimas em diferentes suportes é uma das técnicas 
ma1S importantes que vem sendo utilizadas na aplicação de catálise enzimática 
para reações sintéticas em solventes orgânicos. Por razões práticas e econômicas, 
é freqüentemente vantajoso usar enzimas imobilizadas sobre suportes sólidos por 
serem fáceis de manusear e por serem recuperadas em qualquer tempo de reação 
sem considerável perda da atividade catalítica. 3,6 
10 
A Figura 4 mostra alguns procedimentos que vem sendo utilizados nos 
últimos anos para a imobilização de enzimas: 6 
.r-__ --;Irnobilização 
Em suportes sólidos , \ 









· . l@ i 
· . 
· . : ® : ; E 1 
~ ~ 
Figura 4- Técnicas utilizadas para a imobilização de enzimas, sendo 
E = enzima e S = suporte. 
, importante ressaltar alguns efeitos da imobilização de enzimas: 12 
~ a imobilização pode aumentar o potencial de uma enzima, como catalisador 
em escala industrial; 
~ a imobilização pode ser utilizada como uma estratégia para estabilizar 
enzimas, e pode reduzir ou não ter efeito na sua estabilidade; 
~ a perda de atividade da enzima imobilizada geralmente resulta de mudanças 
conformacionais; 
~ o micro meio ao redor de uma enzima imobilizada pode diferir daquele da 
forma livre. 
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1.2- Definição de Polímeros 
Polímeros são moléculas relativamente grandes, de massa molecular da 
ordem de 103 a 106 Daltons, em cuja estrutura se encontram repetidas unidades 
químicas simples, conhecidas como meros. Apresentam características próprias 
que podem ser diferentes das propriedades que decorrem da natureza química 
dos átomos ou dos grupos de átomos que os constituem. 13 
Devido á elevada massa molecular, não ocorrem em geral modificações 
fundamentais pela entrada ou retirada de alguns átomos ou grupos de átomos. 
Quando o polímero apresenta somente um único tipo de mero é denominado 
homopolím ero e quando apresenta duas ou mais unidades de repetição diferentes 
é denominado copolímero. 14 
Sistemas como PVC, polímero de poliuretano, polimeros contendo 
grupo hidroxila, quitosana e quitina, vêm sendo utilizados como suportes sólidos 
para a imobilização de lipases.4 
N o presente trabalho utilizou-se o PEO (poli-oxietileno) como suporte 
para a imobilização de diferentes lipases. 
1.3- Crisotila 
Amianto e asbesto são os nomes genéricos de um mineral natural, 
encontrado no solo em mais de 30 variedades, das quais apenas seis têm interesse 
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Figura 5- Variedades do amianto 
Os cientistas acreditam que o amianto foi formado na Pré-História, numa 
fase secundária da formação da crosta terrestre. Nesse período, rochas de silício 
(como a peridotita, composta por magnésio, sílica e ferro) foram alteradas física e 
quimicamente pela pressão, pelo calor e pela água, formando veios de fibras 
paralelas, com 1 a 40 mm de comprimento. Há dois grupos importantes de 
rochas amiantiferas: as serpentinas e os anfibólios. (Figura 5) 15 
A crisotila é um um mineral natural apresentando-se como alteração de 
silicatos magnesianos com fórmula molecular Mg,(Si40 1o)(OH)s sendo MgO 
43%, Si02 44,1 % e H 20 12,9%, do grupo das serpentinas. 6,12 
As fibras da crisotila são bastante sedosas, possuem uma elevada 
flexibilidade e podem conter impurezas como Fe, Ni e Cr. Por ser uma matéria 
prima barata e abundante no Brasil, a crisotila, uma das principais fontes de 
asbesto, vem sendo utilizada como suporte de biocatalisadores.6 Outras 
características importantes da crisotila são apresentadas na Tabela 2.12 
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Tabela 2- Características da Crisotila 
Estrutura Veios cross ou slip no serpentinito 
Formula química 3MgO.2Si02.2H20 
Composição salicato de magnésio hidratado 
Hábito Fibroso ambestiforme 
Sistema cristalino Monocl1nico 
Cor Branco, esverdeado, cinza amarelado 
Brilho Sedoso 
Densidade 2,4 a 2,6 (g/ cm3) 
Flexibilidade Elevada 
Comprimento Desde muito curta até aproximadamente 5 em 
T ensão à torção Alta 
Resistência a álcalis e ácidos BaL"Ca 
Impurezas Ferro, cromo, níquel e cádmio 
Resistência ao calor Boa, friável a altas temperaturas 
Atualmente tem-se estudado a utilização da crisotila como suporte para a 
adsorção de proteínas, de fermento de pão e de enzimas como urease e invertase 
obtendo-se bons resultados. 12 
A estrutura da crisotila consiste de uma camada de sílica tetraédrica que é 
coberta com uma camada de hidróxido de magnésio (brucita). A brucita é ligada à 
camada de sílica por dois dos três grupos MgO. O resultado é uma estrutura em 
camada como ilustrado na Figura 6.6 
l-l 
corutnaçú du camadu d.e fiJlI'lU 
Figura 6 - Camada fundamental da estrutura da crisotila 
o efeitos do amianto sobre a saúde são o foco principal das discussões 
travadas no mundo desde meados dos anos 60, após a divulgação de um 
importante estudo relatando casos de doenças em uma mina de amianto 
anfibólio na África do Sul. mbora resultantes de condições de trabalho que já 
não se encontram hoje, essas primeiras conclusões foram generalizadas e 
acabaram provocando temores excessivos. Desde então o público passou a ser 
bombardeado por manifestações apaixonadas e sensacionalistas, recebendo 
informações geralmente incompletas, contraditórias e nem sempre baseadas em 
dados científicos. A crisotila, também conhecida como amianto branco, 
corresponde a cerca de 98,5% de todo o amianto consumido no mundo. Suas 
fibras são curvas e sedosas. Seus efeitos na saúde humana são diferenciados e 
menos significativos que os dos outros tipos de amianto. 
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2. OBJETIVOS 
Os principais objetivos deste trabalho são: 
~ Utilizar as fibras de crisotila como suporte para a imobilização da 
papaína, realizando estudos de adsorção e posteriormente avaliar as propriedades 
catalíticas do sistema papaína/ crisotila em reações de esterificação em meio 
A • 
orgamco. 
~ Preparar o f time com o polímero polioxietileno, PEO, para 
posterior imobilização de diferentes lipases. 
~ Preparar ésteres ativados a paror do acido octanóico e 2,2,2-
tricloroetanol , por catálise ácida. 
~ Estudar o comportamento seletivo da lipase pancreática do porco 
(PPL), Palatase M e M "Amano" 10 , livres e/ou imobilizadas em PEO, em 
reações de transesterificação de ésteres ativados ou nao, com o 
3-aminopropanol-l. 
~ Caracterizar os produtos das reações e determinar a percentagem de 
conversão através de técnicas de IV e N.MR lH. 
3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1- Materiais 
3.1.1- Enzimas 
As enzimas utilizadas neste trabalho foram: 
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~ Lipases M "Amano" 1 O CMucor javanicus) com atividade de 
1 O,OOOu/ g, PPL (Sigma) com atividade de 46 unidades/ mg de sólido e Palatase M 
1000L (Novo Nordisk A/S), com atividade de 1000 L /g, Papaina (Sigma 21 
unidades/ mg de sólido). 
3.1.2- Suportes para Imobilização 
- Crisotila (Mina Sama, GO) 
- PE O rpoli(oxietileno)] da Aldrich, lote 01729JZ com massa molar 
(MW) de 300,000 Daltons. 
f CH - CH - 0+ 2 2 n 
3.1.3- Solventes e Reagentes 
~ Solventes: acetato de etila (Grupo Química) n-hexano (Grupo 
Química), heptano (Grupo Química), cicloexano (Vetec), éter etílico (QM), 
tolueno (Bíotec), éter etílico CQM Reagentes). 
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~ Reagentes: 2,2,2-tricloroetanol (Sigma), ácido octanóico (Aldrich), 
3-aminopropanol-l (Merck), metanol (Merck), ácido láurico (Vetec), n-pentanol 
(Vetec), bicarbonato de sódio (Vetec), sílica para cromatografia de camada 
delgada (Aldrich). 
3.2- Métodos 
3.2.1- Tratamento da Crisotila para a imobilização 
A crisotila foi lavada com a água de torneira sobre uma peneira durante 
30 minutos para a eliminação de impurezas. Deixou-se a crisotila com água 
destilada no ultra-som por aproximadamente 30 mino para obter uma melhor 
fibrilização da mesma. Após, ftltrou-se a crisotila e deixou-se secar à temperatura 
ambiente. Tratou-se também a crisotila na presença de soluções tamponadas a 
pH 4,5 (acetato) e pH 7,2 (fosfato). 
Lavou-se primeiramente a crisotila com água de torneira e em seguida, 
colocou-se em um béquer contendo ± 400 mL da solução tamponada (PH 4,5 e 
7,2) e repetiu-se o procedimento nas mesmas condições descritas acima. 
3.2.2- Adsorção da Papaína em crisotila 
Primeiramente, preparou-se uma curva analítica com soluções de 
papama, em diferentes concentrações. A Figura 7 mostra a curva analítica obtida. 











Param OVa lJ eO sd 
ADO,aJ55600 ,0034 
8 0 0 ,1761 0 0,00545 
R = 0,99 006 
SO = 0 ,00495, N = 9 
P = 7 ,000 6-9 
0 ,2 0,4 0 ,6 0 ,8 1 ,0 
Concentração de Papaína, (mg/mL) 
Figura 7- Curva analítica para a papaína 
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A partir da curva analítica, preparou-se uma solução de papama com 
concentração de 0,50 mg/ mL e verificou-se a sua absorção máxima, por 
espectroscopia na região do Ultravioleta. A Figura 8 mostra o espectro obtido 
para a solução de papaína e sua absorção má.'<:ima é verificada em À",áx. = 276 nm. 
3 .1 306 
2 . 5045 
LU 
<J 




= 1. 2523 
= 
= 
0 . 6261 3 
0 .0000 
200 250 300 350 400 
lHWELENGTH 
Figura 8- Espectro de absorção para a solução de papaína (0,50 mg/ rnL) 
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Para os estudos de adsorção, foram utilizadas 1 e 2 gramas de crisotila e 
adicionados 50 mL de solução de papaína variando-se a concentração. DeLxou-se 
o sistema sob agitação à temperatura de 30°C e coletaram-se alíquotas em 
tempos pré-determinados para posterior análise por espectroscopia na região do 
ultravioleta em À.máx.= 276 nm (absorção máxima da papaína). 
3.2.3- Efeito da Temperatura na Adsorção da Papaína em Crisotila 
Utilizou-se solução de papaína 0,50 mg/ mL e 1 g de crisotila nes te 
sistema, e fez-se o estudo da variação da temperatura. (25-40°C). 
3.2.4- Síntese do laurato de n-pentila 
E m um erlenmeyer contendo o sistema papaína (0,50 mg/ mL) e crisotila 
(lg), adicionou-se ácido láurico e n-pentanol na proporção de 1:1 ( 0,005 mols) 
e 30 mL de solvente hexano. Deixou-se o sistema sob agitação em banho 
termostatizado de acordo com o tempo necessário para ocorrer a reação. 
A formação do produto foi acompanhada por cromatografia de camada 
delgada ( ccd ), usando como eluente uma mistura de hexano e acetato de etila 
(10:1) e o rendimento foi determinado por IV e RMN 1H. 
3.2.5- Preparação dos Filmes de Peo para a Imobilização das 
Enzimas 
Solubilizou-se 500 mg do polímero em 20 mL de água, deixando-se sob 
agitação constante por 12h. Após este peno do, foi adicionado 200 mg de cada 
enzima separadamente para a sua imobilização, mantendo o sistema sob agitação 
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por mais 4 h. Ao término desta etapa, o gel formado foi colocado em placas de 
Petri e deixado na capela para evaporação do solvente e posterior formação do 
fUme. Após secos, os fUmes foram cortados em pedaços pequenos e colocados 
em erlenmeyer contendo o solvente orgânico a ser utilizado. 
3.2.6- Síntese do éster Octanoato de 2,2,2-tricloroetila 
Em um balão de fundo redondo de 500 mL, adicionou-se o 2,2,2-
tricloroetanol juntamente com o ácido octanóico, na proporção de 1: 1 (0,04 
mols) e 5 gotas de ácido sulfúrico concentrado. Deixou-se o sistema sob refllLxo, 
verificando-se o término da reação pela quantidade de água eliminada de acordo 
com a estequiometria da reação. Para isto foi utilizado um tubo Dean-Stark. 
Após o término do refluxo, lavou-se a solução com 30 mL de água 
destilada, removendo assim o ácido em excesso. Em seguida, fez-se 3 extrações 
utilizando 30 mL de bicarbonato de sódio respectivamente. Adicionou-se então, 
pequena quantidade de sulfato de magnésio anidro na fase orgânica, eliminando 
assim moléculas de água presentes. Filtrou-se e evaporou-se o solvente em rota-
vapor. O éster obtido foi caracterizado por IV e IUv1N1H e a pureza confirmada 
por ccd (Rc= 0,86, hexano:acetato de etila 50%). 
3.2.7- reações de Transesterificação 
O melO reacional foi preparado adicionando-se os substratos (ésteres 
ativados e não ativados e 3-aminopropanol-1) na proporção de 1:1 (0,005 moIs) 
em erlenmeyers de 250 mL com as enzimas livres (método de I<J.ib ano v) e 
imobilizadas no PE O, juntamente com 30 mL de solvente (n-hexano, n-heptano 
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ou ciclohexano). O sistema foi agitado em banho termostatizado (Dubnoft), de 
acordo com o tempo necessário para a reação ocorrer. 
As reações foram acompanhadas por cromatografia de camada delgada, 
usando como eluente o metano!. 
Ao término da reação, os produtos e substratos foram separados do meio 
reacional, por filtração simples e lavado várias vezes com o solvente orgânico 
para remover todos os reagentes e o produto. 
3.2.8- Purificação, Caracterização e Rendimento dos produtos 
obtidos 
Os produtos obtidos foram purificados por coluna tipo "flash", e / ou 
cromatográfica quando necessário. 
Os rendimentos e a caracterização dos produtos foram determinados por 
análise quantitativa através do espectro de RMN IH. A caracterização dos 
produtos foram realizadas também por análises de IV. 
Os espectros de RMN IH, foram obtidos em um espectrômetro 
BRUCKE R AC 200 MHz, utilizando-se tetrametilsilano (TMS) como padrão 
interno e clorofórmio deuterado como solvente. Os espectros de IV foram 
obtidos em um espectrômetro da Perkin Elmer modelo 781. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1- Adsorção da Papaína em Diferentes Concentrações variando-se 
a massa de Crisotila. 
Avaliou-se o efeito da concentração de enzima na adsorção da crisotila 
utilizando-se soluções com diferentes concentrações e variando-se também a 
massa de crisotila. Os resultados obtidos são mostrados na Figura 9 e Tabela 3 : 
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Figura 9- Percentagem de adsorção da papaína nas concentrações de C- ) 1,50 , 
(-)1,00 e (" )0,50 mg/mL em 1 g de crisotila, a temperatura de 30°C em 
aproximadamente 6h de contato. 
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Tabela 3- Percentagem de adsorção da solução aquosa de papaína em função da 
concentração 




a= crisotila; 19; temperatura de 30°C 
b= tempo de adsorção: - 90 minutos 




De acordo com a Figura 9 e dados da Tabela 3, conclui-se que a 
adsorção da papaína nas concentrações de 0,50 , 1,00 e 1,50 mg/ mL em 1 g de 
crisotila, ocorre rapidamente nos primeiros minutos de adsorção e o tempo 
mínimo necessário para que se atinja um equilíbrio é de aproximadamente 90 
mino Desta forma, pode-se estabelecer que este tempo de contato é suficiente 
para ocorrer uma boa percentagem de adsorção da enzima neste suporte. 
Pode-se ainda verificar que a concentração de enzima que fornece uma 
melhor percentagem de adsorção é a de 0,50 mg/mL, sendo de 89%. Para as 
concentrações de papaína de 1,50 e 1,00 mg/mL , a percentagem de adsorção é 
também bastante significativa. Neste experimento, a temperatura permaneceu 
constante em 30°C. 
A Figura 10 e a Tabela 4 mostram os resultados de percentagem de 
adsorção obtidos utilizando soluções de papaína com diferentes concentrações e 
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Figura 10- Percentagem de adsorção da papaína nas concentrações de C- ) 0,50 , 
(- )1,00 e (Ã )l ,50 mg/ mL em 2 g de crisotila, a temperatura de 30°C durante 6h 
de contato. 
Tabela 4- Percentagem de adsorção da solução aquosa da papaína, em função da 
concentração 








a= crisotila; 19; temperatura de 30°C; b = tempo de adsorção: ~ 90 minutos 
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A Figura 10 e Tabela 4 mostra que a adsorção da papaína em crisotila é 
rápida nos primeiros minutos de contato diferenciando-se no tempo em que se 
atinge o equilíbrio. Para a concentração de 1,50 mg/ roL de papaína, o equilíbrio 
é atingido logo nos primeiros 30 minutos e com a concentração de 1,00 mg/ mL , 
o tempo é de 60 min e para a concentração de 0,50 mg/roL é de 90 mino 
Verifica-se que à medida em que diminui a concentração de enzima, a 
percentagem de adsorção aumenta consideravelmente e novamente a 
concentração de 0,50 mg/ roL é a que resulta em maior adsorção. A quantidade 
de crisotila utilizada (2 g) é um dos possíveis fatores que explica esta diferença 
no tempo em que se leva para atingir o equilíbrio na adsorção. 
Com os resultados obtidos do estudo de adsorção da papaína em 
diferentes concentrações e variando-se a massa do suporte, conclui-se que a 
concentração de enzima 0,50 mg/ roL é a que apresenta uma melhor percentagem 
de adsorção em um curto penodo de tempo (- 2 minutos) e que a massa de 
crisotila de 1 g é a mais apropriada para a imobilização da enzima. 
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4.2- Efeito do pH na Adsorção da papaína em Crisotila 
A seguir, fez-se um estudo comparativo de adsorção utilizando o sistema 
papaína/ cris o til a na concentração de 0,5 mg/ mL e também solução aquosa 
tamponada a pH 4,5 (acetato) e pH 7,2 (fosfato) . Os resultados obtidos são 
mostrados Figura 11 e Tabela 5. 
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Figura 11- Percentagem de adsorção com o sistema papaína/ crisotila (- ) 
(0,50mg/ mL,lg) sem tratamento de pH, ( ... ) solução aquosa de tampão acetato 
(PH 4,5) e ( • ) solução aquosa de tampão fosfato (PH 7,2) , a 30°C. 
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Tabela 5- Percentagem de adsorção com o sistema papaína/ crisotila em função 
dopH 
Sistema Papaínaj Crisotilaa 
Sem tratamento c 
pH4,5 
pH 7,2 




a= sistema papaina/crisoti!a 90,50 mg/mL, 19); b= tempo de contato: 2h a 30°C, c= pH 6,9 
(água destilada) 
A partir dos resultados mostrados na Tabela 5, verifica-se que após duas 
horas de contato a melhor percentagem de adsorção foi obtida em solução 
aquosa de tampão acetato a pH 4,5. Segundo a literatura 2 , a papaína tem 
atividade máxima na faixa de pH 4-8. 
4.3. Efeito da Temperatura na Adsorção de Papaína em Crisotila 
Dando continuidade nestes estudos, avaliou-se o efeito da temperatura na 
adsorção de papaína (0,50 mg/ mL) em crisotila , deixando o sistema sob 
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Figura 12 - Isotermas de adsorção da papaína (0,50 mg/ mL) em crisotila 











a= sis tema papaína/crisotila (0,50 mg/mL; 19), b = tempo de contato: 4h 
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Analisando os dados mostrados na Figura 12 e tabela 6, verifica-se que 
na temperatura de 30°C a papaína apresenta melhor percentagem de adsorção. 
Após 25 minutos aproximadamente 80% da quantidade inicial de enzima já 
havia sido adsorvida por este suporte. Provavelmente em temperaturas acima de 
30°C, pode ocorrer desnaturação da mesma. 
4.4- Síntese do Éster Laurato de n-pentila 
Para avaliar a capacidade catalítica do sistema papaína/ crisotila, realizou-
se a reação de esterificação do ácido láurico com o n-pentanol em meio orgânico. 
(Equação 2) 
papaína 
C~(CH2)1 0COOH + C~(ClI:z)40H crisotila . CH3(CH2)10 COO(Clh)4CH3 + ~O (eq .2) 
solven t e orgíinico 
ácido láurico n pentanol laurat o de n p ent ila 
Utilizou-se o sistema papaína/ crisotila (0,50 mg/ mL, 19) sem tratamento 
de pH e também em meio tamponado, com pH's 4,5 e 7,2. O s resultados obtidos 
em termos de rendimento do éster são mostrados na T abela 7: 
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Tabela 7: Rendimentos obtidos na reação de esterificação do ácido láurico com 
n-pentanol, utilizando-se o sistema papaina/ crisotila, a 25°C. 
Sistema Papaína/ Crisotila Rendimentoa (%) 
4 Reação 1 b 
Reação 2C 
Reação 3d 
Não quantificado e 
Não quantificado e 
a= obtido por RMN1H (produto bruto isolado), tempo de reação: 12 dias 
b = 0,50 mg/mL de enzima, 1 g de suporte 
c= 0,50 mg/mL de enzima, 1 g de suporte, tampão acetato (PH 4,5) 
d= 0,50 mg/mL de enzima, 1 g de suporte, tampão fosfato (PH 7,2) 
e= o espectro de IV mostra a banda característica de carbonila de és ter 
D e acordo com os dados da Tabela 7, o sistema papaina/ crisotila não 
mostrou ser eficiente como catalisador para a reação de esterificação do ácido 
láurico com o n-pentanol. Os produtos das reações 2 e 3 foram apenas 
caracterizados por IV, onde obteve-se a banda característica de carbonila de éster 
com fraca intensidade em 1730 cm-1, não sendo possível realizar a quantificação 
destes por outros métodos espectroscópicos. Um outro fator que pode ter 
contribuído para estes resultados é a baixa atividade da papaína (21 unidades/mg 
de sólido). Novos testes serão realizados com este sistema, em reações de 
amidação. 
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4.5- Preparação do Octanoato de 2,2,2-tricloroetila 
o octanoato de 2,2,2-tricloroetila foi preparado reagindo quantidades 
equimolares do ácido octanóico e do álcool 2,2,2-tricloroetanol. A reação foi 
catalisada por ácido. (Equação 3) 
tolueno , H2SO 4 conc. 
+ ~ 
refluxo 
ácido octanóico tricloroetano 1 
o produto foi obtido com 87,5% de rendimento. Após purificação por 
cromatografia de camada delgada (Rr 0,86 , hexano:acetato de etila 50%), fez-se 
a caracterização do éster por espectroscopia de Infravennelho e de Ressonância 
Magnética Nuclear de próton. 
A Figura 13 mostra o espectro de infravermelho obtido para o octanoato 
de tricloroetila , em ftlme. Observam-se as bandas características da carbonila de 
éster RCOOR' em 1758 cm-1 e de C-O em 1218 cm-\ bem como as 
características de grupos metila e metilênicos em 2954 cm-l . 
A Figura 14 mostra o espectro de Ressonância Magnética Nuclear de 
Próton , em CDC13 para o octanoato de 2,2,2-tricloroetila, usando TMS como 
padrão interno. 
:~-;":: _1 := ;x= ------------------------__________ ~ 
o CH,ICI!.),~ ., 
DCH,Ca, i 
~o _ i ~--------------------------~ 
o,r :'\11 -1 
32 
Figura 13 - E spectro de Infravennelho do octanoato de 2,2,2-tricloroetila, em 
ftlme. 
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Figura 14- Espectro de RMN1H (200 M1-Iz) do octanoato de 2,2,2-tricloroetila, 
em CDCl) 
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Os p1COS observados no espectro de RMN1H são: 4,73 (s, 2H); 
2,44 (t, 2H); 1,68 (t, 2H); 1,30-1,28 (m, 8H) e 0,92-0,85(t, 3H) ppm. Outros picos 
presentes no espectro são devidos ao solvente e/ ou impurezas dos reagentes. 
4.6- Reações de Transesterificação via Enzimática 
O Esquema I mostra as reações de transesterificação realizadas a partir 
de ésteres ativados e não ativados , em meio orgânico . 
..;.:0 ~ LipaseslPEO 
R-C + ~N~OH--~----.l",. 




Utilizaram-se lipases livres e/ou imobilizadas em PEO em diferentes 
solventes orgânicos como hexano, cicloexano e heptano a temperatura de 25°C. 
3~ 
4.7- Reação do Octanoato de 2,2,2-tricloroetila com n-butilamina e 
n-pentanol 
Inicialmente, foram realizadas reações do octanoato de 2,2,2-tricloroetila 
com n-pentanol e n-butilamina em presença de enzimas livre e/ ou imobilizadas 
em PEO. O esquema 11 mostra estas reações, que foram feitas a fim de obter 






Como pode-se observar, a conversão do octanoato de 2,2,2-tricloroetila 
nos correspondentes produtos octanoato de n-pentila e n-butil-octanamida 
ocorre com bons rendimentos quando se usa a PPL livre (método de Klibanov). 
No entanto, a percentagem de conversão em éster é menor quando se utiliza a 
enzima M-l0 imobilizada em PE O. Provavelmente, o produto formado pode 
ficar retido no suporte. 
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A Figura 15 mostra o espectro de infravermelho obtido da reação do 
octanoato de 2,2,2-tricloroetila com a n-butilamina , onde se observa a banda 
característica de amida (164cm-1): 
>1 1-- ,.":"'.S-5~ t i 1~~-'~---------------------_~~-
lCO 
-/,0 
ClI ,ICH. l C 
. ' "" , CI~~C1~ 
I 
" Qo _ lr ------~--------------------------~ i 
~o = = 5C:I.O 
Figura 15- Espectro de Infravermelho n-butil-octanamida, em ftlme. 
As Figura 16 e 17 mostram os espectros de infravermelho do octanoato 
de n-pentila obtidos pela reação do octanoato de 2,2,2-tricloroetila com o n-
pentanol, com enzimas imobilizadas ou não em PEO. Pode-se observar as bandas 
características de éster em 1736 cm-1 correspondendo a deformação axial de 
C=O, e em 1218 cm-1 da deformação axial de C-O. 
Ki -- " AAS-<5S? i -I~O~~----------------------------------~ 
ICD 
60 
..:xx: O = = = :e.:c := 1<::0 12:0 leco s::ç = .0 
{ CI.\-I 
Figura 16 - Espectro de Infravermelho (em fume) do octanoato de n-pentila 
utilizando a PPL livre (Método de Klibanov) 
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Figura 17 - Espectro de Infravermelho (em f time) do octanoato de n-pentila 
utilizando a lipase M -10 imobilizada em PE O 
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4.8- Reação do 3-aminopropanol-l com o Acetato de Etila 
A seguir, foram estudadas as reações de transesterificação via enzimática, 
a partIr do acetato de etila, um éster não ativado, com o 






o )l H-L)l 
Esquema lU 
Utilizaram-se lipases livres e/ou imobilizadas em PEO, em diferentes 
solventes e os resultados obtidos destas reações de transesterificação ão 
mostrados na Tabela 8 : 
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Tabela 8 : Resultados obtidos nas reações de transesterificação do acetato de 
etila com o 3-aminopropanol-l 
Enzima Temperatura Solvente Rendimento Resultados 
(OC) Bruto (%) 
PPLa 30 hexano 79 amida + és ter 
(Klibanov) (IV e RMNII-I) 
PaI. M/PEOb 25 hexano amida (evaporação) 
RMNIH 
M-IO/PEOc 25 hexano Problemas no isolamento 
M-IO / PEO 25 cicloexano (evaporação) 
M-1O/PEO 25 heptano 52 IV característico de 
solvente 
a= 19 de PPL, b = 0,50 mL de Palatase M/500 mg de PEO, c= 200 mg de M-IO/500 mg de P ° 
De acordo com os dados da Tabela 8, pode-se observar que a reação de 
transesterificação ocorre com formação de amida e de éster, utilizando-se a lipase 
PPL Oivre) . Porém, utilizando a Palatase M imobilizada em PEO, verificou-se 
apenas a formação de amida . No en tanto, problemas no isolamento do p roduto 
final foram encontrados, como a evaporação deste junto com o solvente oul a 
retenção pelo suporte. Para completa caracterização do produto esta reação será 
repetida. 
Por cromatografia de camada delgada, usando como eluente o metanol, 
observou-se a formação de produtos quando a lipase M-l0 foi imobilizada em 
PE O. E ntretanto, novamente houveram problemas no isolamento dos produtos 
formados, levando ao não isolam ento destes. Neste caso, também o produto 
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pode ter ficado retido no suporte. Outras técnicas de análise ta1s como a 
termogravimétrica, estão sendo realizadas para verificar esta suposição. 
4.9. Reação do 3-aminopropanol-l com o Octanoato de 2,2,2-
triclorotila 
Dando continuidade aos estudos de reações de transesterificação V1a 
enzimática, realizou-se a reação de transesterificação do octanoato de 2,2,2-
tricloroetila com o 3-aminopropanol-l (Esquema IV) 
solvente orgânico 
Esquema IV 
Os resultados destas reações de transesterificação, utilizando lipases livres 
e/ou imobilizadas em PEO são mostrados Na Tabela 9 : 
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Tabela 9- Resultados obtidos nas reações de transesterificação do octanoato de 
2,2,2-tricloroetila com o 3-aminopropanol-l a 
Enzima Solvente Rendimento Bruto Resultados 
(%) 
PPLb Hexano 79 éster (17%) 
(Klibanov) (RMNIH) 
éster + amida (IV) 
PPL/PEOc Hexano 69 éster + amida (IV) 
Palatase M/PEOd Hexano éster + amida (I\ ') 
Cicloexano 91 
Heptano 90 
M-IO/PEOe Heptano 88 és ter + amida (IV) 
a= temperatura de 25°C90, b= 500 mg de PPL8, c= 200 mg de PPL/500 mg de 
PEO,d= 0,50 mL de Palatase M/500 mg de PEO, e= 200 mg de M-10/ 500 mg de PEO 
Como pode-se observar pelos dados da Tabela 9, utilizando as lipases 
imobilizadas ou não, obteve-se a formação tanto de amida como de éster. No 
entanto, os produtos ainda não foram isolados para as devidas quantificações e 




A parttr dos resultados obtidos, pode-se então fazer algwnas 
considerações fmais a respeito da imobilização da papaína em crisotila e das 
reações de transesterificação com diferentes lipases: 
~ A crisotila mostrou ser um suporte adequado para a imobilização de 
proteases, como a papaína, sendo um sistema de baixo custo, de fácil 
manuseio e preparação. 
~ Os resultados obtidos nos estudos de adsorção mostraram que 90 minutos é o 
tempo mínimo necessário para se atingir o equilíbrio de saturação, sendo que 
as quantidades máximas de papaína adsorvidas foram alcançadas utilizando-se 
19 de crisotila e 0,50 mg/mL de solução de papaína. 
~ Avaliando-se efeito do pH na adsorção, obteve-se uma adsorção de 85% em 
tampão acetato (PH 4,5) e 55% em tampão fosfato (PH 7,2). Obteve-se 
também, 89% de adsorção da papaína, quando utilizou-se a crisotila tratada 
apenas com água destilada (PH 6,9). 
~ O sistema papaína/ crisotila não mostrou ser eficiente como catalisador para a 
reação de esterificação do ácido láurico com o n-pentanoL O éster foi obtido 
com baixo rendimento, apenas 4% após 12 dias de reação a 30°C. 
~ O octanoato de 2,2,2-tricloroetila foi obtido quimicamente, com bom 
rendimento e reage com álcool e aroma, formando éster e amida 
respectivamente. 
~ É steres (ativados ou não) reagem com aminoálcoois, V1a enzimática, 
formando ésteres e/ou amidas 
~ Lipases podem ser utilizadas em reaçoes de transesterificação em meto 
orgânico. 
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